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論文内容要旨
 バクテリオロドプシン(Bacteriorhodopsin以下BRと略記)とは高度好塩菌の紫膜(Purple
 Membrane)中に存在する膜蛋白質である。BRは高度好塩菌内で光駆動プロトンポンプとして
 働き,細胞膜内外にプロトンの電気化学的ポテンシャルの勾配を生じさせる。これは細胞膜に存
 在するATPaseを駆動し,ATP(生体反応に利用されるエネルギー物質)を合成する。すなわ
 ちBRは光エネルギーを電気化学的エネルギーに変換する素子として働いている。
 紫膜中ではBR分子が3個一組で三量体を形成し,それが,さらに2次元六方格子状に配列し
 た図1のような2次元結晶を形成しており,BRは膜を貫く構造となっている。BRは蛋白質部
 分のバクテリオオプシン(Bacterioopsin塚下BOPと略記)と補欠分子のレチナール(Retina1)
 とから成り,BOPは図2のように膜内に7本のαヘリックス(α一Helix)をもつ構造をとって
 いる。(以下アミノ基末端側から順にABCDEFGとする。)
 これらのαヘリックスは非常に疎水的なために膜中に存在するが,個々のαヘリックスどうし
 を連結するペプチド鎖は極性の大きいアミノ酸を多く含み,親水的で,膜外に存在し,互いにイ
 オン結合してBR全体を安定化している。これらαヘリックスどうしを連結するペプチド鎖のう
 ち,BC闇の連結部分は,キモトリプシンにより特異的に切断され,BRが二つのポリペプチド
 に分断される。分断,分離されたポリペプチドはBRの補欠分子レチナールとともに再度会合さ
 せることができる。こうしてできる再構成BRをBR(AB-CDEFG)と表すことにする。この
 BR(AB-CDEFG)の示す性質は天然のBRと大差はなかった。この結果はBR中においてα
 ヘリックスBC問のペプチド結合を欠いても蛋白質の構造の形成,安定化,機能発現に大きく影
 響するものでないことを意味する。
 一方,BRの光反応の途中にαヘリックスBの変位が起きることがエックス線溶液散乱法によっ
 て分かっている。これはBR蛋白質中におけるαヘリックスBの変位が蛋白質の機能発現に大き
 く関わっていることを示したものと考えられる。
 このようにBRは2個のαヘリックスを含む部分ポリペプチドABと5個のαヘリックスを含
 む部分ポリペプチドCDEFGから三次構造が復元する。
 このことから,BRの三次構造の形成と安定化には個々のαヘリックスの問に働く,HO間水
 素結合,HN間水素結合,アミノ酸間イオン結合力等の種々の相互作用力が重要な役割を果たし
 ていると考えられる。しかし,どのようにして蛋白質内にエネルギーが伝達され三次構造が揺ら
 ぎ,生理機能が発現するのか,その機序は明らかではない。そこで個々のαヘリックス間の相互
 作用力を順次調べていくことによってその機序を解明する目的で研究を実施した。
 そのためには,AB-CDEFG型の再構成だけではなく,任意の2っのαヘリックス間をつな
 ぐペプチド結合が切断された状態で三次構造を復元したBRを作製する必要があるが,従来の酵
 素化学的方法ではAB-CDEFGの様式が限界である。ところで20～25個のアミノ酸から成る1
 個のαヘリックスのみであれば,ポリペプチドの化学合成法を用いることができる・そこで,第
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 一段階としてこの方法で得られたA-B-CDEFG型の再構成BR(A-B-CDEFG)の分光学
 的性質を調べた。3つの部分ポリペプチドのうち2種は化学合成したもので,それぞれαヘリッ
 クスA,αヘリックスBを形成する。残りの1っは天然BRから酵素化学的に調製したもので,
 5個のαヘリックスCDEFGを形成する。この再構成BRの示した分光学的性質は,従来報告さ
 れていた天然のBRやBR(AB-CDEFG)の性質とは大きく異なるものであった。実験結果か
 ら再構成BR中で自由度の増大したαヘリックスAとαヘリックスBの熱的揺らぎにより天然
 BRと同様の三次構造から天然蛋白質とは異なる2種類の三次構造に熱可逆的に変化すること,
 その転移温度は300K付近にあることが分かった。さらに,300K以下の低温で安定化する三次構
 造に関してその光化学反応を詳しく調べた結果,それ自体独自に光反応することが分かった。
 また遺伝子工学的方法を用いれば,2本以上のαヘリックスを含むBRの部分ポリペプチドを
 作製できる可能性がある。そして遺伝子工学的方法と化学合成法を組み合わせることでさらにこ
 れまで不可能だったAB-C-DEFGなどの再構成BR(AB-C-DEFG)が作製可能となる。
 そこで,BRの蛋白質部分であるBOPの遺伝子DNAを使用し,BOP全ポリペプチド及びBOP
 部分ポリペプチドの遺伝子工学的試料調製を試みた。その結果,全及び部分ポリペプチドともに
 大腸菌体内で生合成させることに成功し,従来不可能であった蛋白質の部分ペリペプチドの作製
 の方法を確立することが出来た。これにより,例えばBRのC,D,あるいはE各々をαヘリッ
 クス聞のペプチド結合なしに蛋白質中に配置した再構成BRを作製できる可能性が得られた。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,蛋白質の構造と機能の関連を解明する目的で,高度好塩菌の紫膜にあるバクテリオ
 ロドプシンについて,その構造を限定的に修飾した場合の影響を分光学的な測定により調べたも
 ので,3部から構成されている。
 バクテリオロドプシンはレチナール分子を内部に含み,これが可視光を吸収し,色の異なる中
 間体を経て元に戻るサイクルを示す。その過程で膜の片側ヘプロトンを放出し,その反対側から
 プロトンを吸着する光駆動のプロトン・ポンプとして機能している。バクテリオロドプシンの構
 造は脂質二重層膜を貫く7本のαヘリックスA,B,C,D,E,F,Gからなる。これらのヘリック
 ス間を継ぐペプチド鎖を切断したときの機能への影響については,天然のバクテリオロドプシン
 から容易に得られるBC間またはEF間を切断した試料では既に調べられている。本研究では,
 ヘリックスAとBを化学的に合成し,酵素処理で得た天然のC～Gヘリックスとの問で再構成
 することで,AB間とBC間が切断されたバクテリオロドプシンを初めて調製した。これは25℃
 では560nmに吸収の極大があるが,これより高温になると380nmにシフトし,低温になると480
 nmにシフトする温度依存性が現れることを発見した。
 また,低温で出現する状態は天然のバクテリオロドプシンとは異なる光照射による中間体サイ
 クルを示すことも明らかにした。これにより,ロドプシンの光吸収と構造の関係にはAB間の結
 合が重要なことが明らかにされた。
 さらに,他の場所で切断されているバクテリオロドプシンの試料を作製するために遺伝子操作
 を行いバクテリオロドプシンのヘリックスABCDを含むペプチドの部分断片とヘリックスEFG
 を含むペプチドの部分断片を膜タンパク質の発現率の限界に近い総蛋白質のおよそ4%で大腸菌
 に作らせることに初めて成功している。
 これにより,膜タンパク質の任意の部分ペプチドを得て,構造と機能の研究を進める方法を確
 立した。
 以上,本論文は本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
 示している。よって,辻内裕提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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